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Аннотация. Изучено влияние экзогенной 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) на активность дигидрофлаво-
нол-4-редуктазы (DFR), экспрессию dfr гена и hy5 гена транскрипционного фактора Hy5, а также действие света 
разной интенсивности в сочетании с действием АЛК на накопление антоцианов в семядольных листьях озимого 
рапса (Brassica napus L.). Показано, что стимуляция накопления антоцианов под действием экзогенной АЛК на моле-
кулярном уровне обеспечивается повышением уровня экспрессии dfr и hy5 генов, а также возрастанием активности 
DFR фермента. Увеличение интенсивности света от 40,5 до 66,2 мкмоль фотонов/м2·с приводило к повышению 
способности растений накапливать антоцианы в среднем на 35 %. Действие АЛК в концентрациях 50, 100, 150 
и 200 мг/л приводило к дополнительному усилению накопления антоцианов при двух используемых уровнях осве-
щенности, причем в дозозависимой манере. При этом величина стимулирующего эффекта АЛК при использовании 
света высокой интенсивности была выше, чем в случае более низкой освещенности. Так, стимуляция накопления 
антоцианов при освещенности 40,5 мкмоль фотонов/м2·с составила 106 % при использовании 50 мг/л АЛК, 165 % – 
при использовании 100 мг/л АЛК, 222 % – в случае 150 мг/л АЛК и 350 % – при действии 200 мг/л АЛК по сравнению 
со световым контролем без обработки растений АЛК. При освещенности 66,2 мкмоль фотонов/м2·с эти показатели 
были 164, 262, 359 и 583 % соответственно по отношению к световому контролю. Таким образом, продемонстрирова-
но, что стимуляция накопления антоцианов под действием АЛК в растениях озимого рапса обусловлена на молеку-
лярном уровне ее влиянием на транскрипцию dfr и hy5 генов.
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Abstract. The effect of exogenous 5-aminolevulinic acid (ALA) on the activity of dihydroflavonol-4-reductase (DFR), 
the expression of the dfr gene and the hy5 gene of the transcription factor Hy5 and  the light effect of  different intensities in 
combination with the ALA action on the accumulation of anthocyanins in cotyledonous leaves of winter rape (Brassica napus 
L.) were studied. It was shown that the stimulation of the accumulation of anthocyanins under the exogenous ALA action at 
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the molecular level was provided by increasing the expression level of the dfr and hy5 genes and the activity of the DFR en-
zyme. Increasing the light intensity from 40.5 to 66.2 μmol photons/m2·s enhanced the ability of plants to accumulate antho-
cyanins on average by 35 %. The ALA action at concentrations of 50, 100, 150 and 200 mg/L led to an additional increase in 
the accumulation of anthocyanins at the two used levels of illumination, and in a dose-dependent manner. The stimulating 
effect of ALA under high light intensity was much higher than in the case of lower illumination. Thus, the stimulation of the 
anthocyanin accumulation under illumination of 40.5 μmol photons/m2·s was 106 % when using 50 mg/L ALA, 165 % – when 
using 100 mg/L ALA, 222 % – in the case of 150 mg/L ALA and 350 % – under the action of 200 mg/L ALA compared with 
light control without of ALA treatment. At an illumination of 66.2 μmol photons/m2·s, these indicators were 164, 262, 359 and 
583 % respectively. Thus, it was demonstrated that the stimulation of the accumulation of anthocyanins under the action of 
ALA in winter rape plants was due to its positive effect on the transcription of the dfr and hy5 genes at the molecular level.
Keywords: 5-aminolevulinic acid, dihydroflavonol-4-reductase, transcription factor Hy5, dfr and hy5 genes, winter rape 
(Brassica napus L.), different illumination levels
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Введение. Вторичные метаболиты растений – антоцианы, принадлежат к наиболее распро-
страненному и многочисленному классу полифенолов – флавоноидам. Они являются универ-
сальными компонентами растительных тканей и играют важную физиологическую и экологиче-
скую роль в защите растений от патогенов и неблагоприятных факторов внешней среды, что 
определяет их высокую значимость в мире растений, животных и человека [1]. Они активно 
используются в фармакологической, косметической и пищевой промышленности в качестве на-
туральных красителей и биологически активных соединений, обладающих окислительно-вос-
становительными, антиоксидантными, противовоспалительными и нейропротекторными свой-
ствами. Они снижают риск возникновения сердечно-сосудистых заболеваний и злокачественных 
образований, улучшают зрение и состояние сосудов. В антоцианах нуждается пищевая инду-
стрия, активно использующая в настоящее время искусственные красители, которые представ-
ляют прямую угрозу человеку, повышая риск развития онкологических заболеваний. В растениях 
антоцианы уменьшают степень фотоингибирования, ускоряют восстановление фотосинтетиче-
ского аппарата, активно поглощают излучение в УФ-области, защищая растения (в частности, 
генетический аппарат) от губительного действия УФ лучей [2]. Благодаря наличию в структуре 
антоцианов ароматических колец и свободных гидроксильных групп, они способны с легкостью 
вступать в свободнорадикальные реакции, связывать активные формы кислорода и перекисные 
радикалы, образующиеся при стрессовых воздействиях, выполняя при этом роль низкомолеку-
лярных антиоксидантов [2]. Очищенные растворы антоцианов удаляют практически все виды 
активных форм кислорода и азота с эффективностью в четыре раза большей, чем аскорбат 
и α-токоферол [3].
В растениях антоцианы синтезируются шикиматным путем через содержащую бензольное 
кольцо аминокислоту фенилаланин [2]. Ключевыми ферментами синтеза флавоноидов являются 
фенилаланин аммиак-лиаза (PAL), осуществляющая образование фенилпропаноидов, халкон-
синтаза (CHS) и халкоизомераза (CHI), участвующие в образовании второго бензольного кольца 
и формировании дигидрофлавонолов, а также завершающая образование антоцианов дигидро-
флавонол-4-редуктаза (DFR). Наряду со структурными генами, кодирующими ферменты пути 
биосинтеза антоцианов, функционируют регуляторные гены, кодирующие транскрипционные 
факторы, которые контролируют тканеспецифическую экспрессию структурных генов. Актива-
ция пути биосинтеза антоцианов контролируется транскрипционными факторами WD40-bHLH-
MyB, образующими WBM тройной комплекс. В частности, сверхэкспрессия одного из важней-
ших транскрипционных факторов РАР1/MyB75 в трансгенных растениях Arabidopsis приводит 
к накоплению больших количеств антоцианов в листьях, стеблях, цветах и корнях [4; 5]. Транс-
крипционный фактор Hy5, участвующий в регуляции фотоморфогенеза и осуществляющий 
прямое воздействие на транскрипцию фотоиндуцибельных генов, связывается с промоторными 
участками структурных генов и генов транскрипционных факторов, стимулируя их экспрессию 
и контролируя светозависимый биосинтез антоцианов [2].
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Потребность в антоцианах огромна, что стимулирует интенсивные исследования в области 
их биосинтеза, регуляции и применения. Осуществляется поиск новых быстро возобновляемых 
растительных источников антоцианов, разрабатываются новые биотехнологии, увеличивающие 
выход этих соединений, создаются новые высокотехнологичные продукты, обогащенные анто-
цианами, осуществляется поиск высокоэффективных положительных регуляторов их биосинтеза, 
а также изучаются механизмы взаимодействия различных метаболических систем и сигнальных 
путей, осуществляющих контроль над их биосинтезом. 5-Аминолевулиновая кислота (АЛК) – 
важнейший предшественник в системе биосинтеза тетрапирролов (хлорофиллов, гемов, корри-
ноидов, фикобилинов), экологически безопасный природный регулятор роста растений и ан-
тистрессор [6] – является также высокоэффективным индуктором накопления антоцианов. АЛК 
усиливает обусловленную антоцианами окраску плодов, улучшает товарный вид и вкусовые ка-
чества яблок, персиков, груш, китайской сливы [7]. В кожуре яблок и в листьях реликтового ле-
карственного растения Ginkgo biloba, обработанных АЛК, отмечено повышение экспрессии ге-
нов ключевых ферментов системы биосинтеза антоцианов – PAL, CHS, CHI, DFR [8]. Нами 
впервые осуществлена индукция накопления антоцианов с помощью АЛК в ценной сельскохо-
зяйственной культуре – озимом рапсе, что сопровождалось повышением активности системы 
синтеза гема, содержания пролина, а также возрастанием антиоксидантной и антирадикальной 
активностей [9]. Представляло значительный интерес изучить влияние экзогенной АЛК в расте-
ниях озимого рапса на систему синтеза антоцианов и регуляцию их образования.
Целью данной работы стало выяснение биохимических и молекулярно-генетических меха-
низмов действия высоких концентраций экзогенной АЛК на активность DFR и экспрессию dfr 
гена фермента в растениях озимого рапcа, а также ее влияние на экспрессию hy5 гена транскрип-
ционного фактора Hy5, осуществляющего прямое воздействие на экспрессию светоиндуцибель-
ных генов, участвующих в синтезе антоцианов и регуляции их образования.
Материалы и методы исследования. Семена озимого рапса (Brassica napus L., сорт Зорны) 
выращивали до 7-дневного возраста. Проращивание семян проводили в пластиковых контейне-
рах на фильтровальной бумаге при температуре 26 ± 2 °С и освещении белыми люминесцентными 
лампами Philips TD-36/765 (освещенность 40,5 и 66,2 мкмоль фотонов/м2·с) в режиме 14 ч све-
та/10 ч темноты на дистиллированной воде (контроль), а также на растворе АЛК разных концен-
траций (50–200 мг/л). При отборе проб использовали семядольные листья, которые срезали, из-
мельчали, тщательно перемешивали, взвешивали и подвергали анализу. 
Содержание антоцианов определяли согласно методу [9] с некоторыми модификациями. На-
веску 0,05 г растительного материала растирали в 1 мл 1 %-ной HCl. К полученному экстракту 
добавляли 1 мл хлороформа, пробы перемешивали и центрифугировали 10 мин при 12000 g 
на микроцентрифуге Scanspeed (Дания). Затем отбирали супернатант и измеряли его оптиче-
скую плотность при 525 нм на спектрофотометре Solar PB 2201 (Беларусь). Содержание антоциа-
нов рассчитывали в мкмолях на г сырой массы, используя коэффициент молярной экстинкции 
31,6 М–1см–1.
Для определения активности DFR 0,1 г семядольных листьев рапса растирали в 1 мл среды 
выделения (137 мM NaCl, 8,1 мM Na2HPO4, 2,68 мM kCl, 1,47 мM kH2PO4, pH 7,4). К экстракту 
приливали 1 мл хлороформа, перемешивали и центрифугировали 15 мин при 15000 g (4 °C). Су-
пернатант использовали в дальнейшем для определения активности фермента согласно [10]. Ре-
акционная среда состояла из 25 мM Tрис-HCl (pH 7,0), 4 мM НАДФН, 100 мM дигидрокверцети-
на (таксифолина) и супернатанта. Реакцию запускали добавлением НАДФН, измеряли кинетику 
окисления НАДФН при 340 нм в течение 15 мин. Ферментативную активность рассчитывали, 
используя коэффициент экстинкции НАДФН 6,22 мM–1см–1.
ПЦР в реальном времени проводили, используя термоциклер С1000 Touch Thermal Cycler 
c оптическим модулем СFX96 (Bio-Rad, США). Суммарную РНК выделяли из свежих листьев 
с помощью Tri-реагента (Sigma-Aldrich, США) и количественно определяли, используя спектро-
фотометр ND-2000 (Thermo Scientific, США). Синтез кДНК осуществляли с помощью Photo-
Script II Reverse Transcriptase (New England BioLabsing, США). ПЦР реакцию проводили, исполь-
зуя 2,5х реакционную смесь для проведения ПЦР в реальном времени в присутствии EVA Green 
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(Синтол, Россия) с ген-специфичными праймерами: TATGCCGCCTAGCCTTATTACCG (прямой) 
и CCTTGGCAGCAGCTTGTTCGT (обратный) для dfr гена [11], рассчитанными нами праймерами 
AGCGATGAAGAGATACGGCG (прямой) и TCTCTTGCTTGCTGTGCTGA (обратный) для hy5 ге-
на, а также праймерами AACCCAAAGGCCAACAGAGA (прямой) и AAGGTCACGTCCAGCAAGGT 
(обратный) для референсного гена актина (act) [11].
Статистическую обработку экспериментальных данных проводили с использованием стан-
дартного пакета программ Exсel 2010 и статистических методов, принятых в области биологиче-
ских исследований. Различия считали статистически достоверными при p ≤ 0,05. В работе при-
ведены средние значения из 3–6 экспериментов и их стандартные ошибки. 
Результаты и их обсуждение. Ранее нами было показано, что выращивание растений озимо-
го рапса на растворах экзогенной АЛК 50–300 мг/л приводило к изменению характерной для 
контрольных растений зеленой окраски семядольных листьев и гипокотилей на розово-фиолето-
вую, что было вызвано дозозависимым накоплением в них антоцианов [9]. При использовании 
200 мг/л АЛК и освещенности 66,2 мкмолей фотонов/м2·с в семядолях 7-дневных растений рапса 
накапливается в среднем 571 ± 67 мкмолей антоцианов в расчете на грамм сырой массы, что 
в 5,4 раз больше, чем в контрольных растениях (рис. 1, а).
                                                 a                                                             b                                                                 c
Рис. 1. Содержание антоцианов (a), активность DFR (b) и относительная нормализованная экспрессия гена dfr (c)  
в семядольных листьях 7-дневного озимого рапса, выращенного на дистиллированной воде (контроль) и на растворе 
АЛК в концентрации 200 мг/л (АЛК 200). Достоверные значения при р ≤ 0,05 отмечены звездочкой
Fig. 1. Сontent of anthocyanins (a), DFR activity (b) and relative normalized expression of the dfr gene (c) in the cotyledonous 
leaves of 7-day-old winter rape plants grown on distilled water (control) and on ALA solution at a concentration of 200 mg/L 
( ALА 200). Reliable values at p ≤ 0.05 are marked with an asterisk
Чтобы понять причину усиления накопления антоцианов нами был осуществлен анализ дей-
ствия экзогенной АЛК на ключевой фермент в цепи биосинтеза антоцианов – субстрат-специ-
фичную DFR, использующую в качестве субстрата дигидрофлавонолы – дигидрокверцетин, 
дигидрокемпферол или дигидромирицетин. В экспериментах в качестве субстрата DFR исполь-
зовали дигидрокверцетин. В растениях, обработанных АЛК 200 мг/л, активность фермента ока-
залась в среднем в 1,8 раза выше, чем в контроле (рис. 1, b). 
С целью выяснения молекулярных механизмов действия экзогенной АЛК на активность DFR 
был использован количественный ПЦР анализ – изучена экспрессия гена dfr. На рис. 1, c отчет-
ливо видно возрастание количества мРНК-транскриптов dfr гена в растениях варианта «АЛК» 
(в среднем в 2,2 раза) по сравнению с их количеством в растениях контрольного варианта. 
Свет является одним из наиболее важных факторов внешней среды, воздействующих на син-
тез антоцианов. Главная роль в контроле биосинтеза антоцианов под действием света отводится 
транскрипционному фактору Hy5, который является компонентом цепи переноса светового сиг-
нала и усиливает накопление антоцианов [2]. Нами изучено действие света разной интенсивно-
 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2020. Т. 64, № 3. С. 317–324 321
сти, а также действие света в сочетании с действием АЛК (200 мг/л) на накопление антоцианов 
в семядольных листьях озимого рапса. Увеличение интенсивности света от 40,5 до 66,2 мкмоль 
фотонов/м2·с приводило к повышению способности растений накапливать антоцианы (в среднем 
на 35 %). Действие АЛК в концентрациях 50, 100, 150 и 200 мг/л приводило к дополнительному 
усилению накопления антоцианов при двух используемых уровнях освещенности, причем в до-
зозависимой манере (рис. 2, a). При этом величина стимулирующего эффекта АЛК при исполь-
зовании света высокой интенсивности была выше, чем в случае более низкой освещенности. Так 
стимуляция накопления антоцианов при освещенности 40,5 мкмоль фотонов/м2·с составила 106 % 
при использовании 50 мг/л АЛК, 165 % – при использовании 100 мг/л АЛК, 222 % – в случае 
150 мг/л АЛК и 350 % – при действии 200 мг/л АЛК по сравнению c растениями светового вари-
анта, не обработанными АЛК. При освещенности 66,2 мкмоль фотонов/м2·с эти показатели были 
164, 262, 359 и 583 % соответственно по отношению к световому контролю.
                                                                          a                                                                                                   b
Рис. 2. Содержание антоцианов в семядольных листьях 7-дневного озимого рапса, выращенного при различном ре-
жиме освещения (40,5 и 66,2 мкмолей фотонов/м2·с) на растворах АЛК (50, 100, 150 и 200 мг/л) (a) и относительная 
нормализованная экспрессия гена hy5 в семядольных листьях 7-дневного озимого рапса, выращенного на дистилли-
рованной воде (контроль) и на растворе АЛК (200 мг/л) при освещенности 66,2 мкмолей фотонов/м2·с (b). Достовер-
ные значения при р ≤ 0,05 отмечены звездочкой
Fig. 2. Сontent of anthocyanins in the cotyledonary leaves of 7-day-old winter rape plants grown under different light condi-
tions (40.5 and 66.2 μmol photons/m2·s) on ALA solutions (50, 100, 150 and 200 mg/L) (a) and the relative normalized expres-
sion of the hy5 gene in the cotyledonary leaves of 7-day-old winter rape plants grown on distilled water (control) and on ALA 
solution (200 mg/L) at an illuminance of 66.2 μmol photons/m2·s (b). Reliable values at p ≤ 0.05 are marked with an asterisk
В связи с важной ролью транскрипционного фактора Нy5 в световой регуляции синтеза ан-
тоцианов, мы изучили влияние АЛК 200 мг/л на экспрессию гена белка Нy5 в растениях рапса, 
выращиваемых на свету при освещенности 66,2 мкмоль фотонов/м2·с (рис. 2, b). В растениях, 
выращенных на экзогенной АЛК, уровень экспрессии гена hy5 в 2,2 раза превышал таковой 
в контрольных растениях, выращенных на свету без обработки АЛК. 
Таким образом, впервые на растениях озимого рапса показано, что стимуляция накопления 
антоцианов под действием экзогенной АЛК на молекулярном уровне обеспечивается повышени-
ем уровня экспрессии гена одного из ключевых ферментов синтеза антоцианов – DFR и возрас-
танием активности фермента. Ранее стимуляцию экспрессии гена dfr под действием экзогенной 
АЛК наблюдали в кожуре плодов персика и кожуре яблок, что сопровождалось усилением нако-
пления в этой ткани антоцианов и улучшением товарного вида фруктов [5; 7]. 
Впервые изучено действие АЛК на экспрессию гена hy5 транскрипционного фактора Hy5 – 
компонента цепи переноса светового сигнала, которому отводят центральную роль в сети транс-
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крипционных факторов сигнальных путей гормонов, различных стрессов и активных форм кис-
лорода [12]. Белок Hy5 относится к семейству транскрипционных факторов bZIP – белков, 
которые содержат структурный мотив «лейциновая молния» [2]. Свет индуцирует транскрип-
цию гена hy5, продукт которого регулирует транскрипцию свето-индуцибельных структурных 
генов биосинтеза антоцианов, таких как CHS, CHI, а также MYB10 и MYB75/PAP1 генов, продук-
ты которых входят в состав белкового комплекса MyB-bHLH-WD40, контролирующего синтез 
антоцианов путем регуляции экспрессии структурных генов этого пути [12]. Двукратное возрас-
тание уровня транскриптов hy5 гена в растениях варианта «АЛК» указывает на чрезвычайно 
эффективный контроль синтеза Hy5 транскрипционного фактора со стороны АЛК. 
Также показано, что при разных уровнях освещенности, АЛК в дозозависимой манере сти-
мулирует накопление антоцианов, по сравнению с действием одного света. При этом эффект 
АЛК оказывался намного сильнее, чем действие одного света. Так, при возрастании освещенно-
сти в 1,6 раза накопление антоцианов под действием АЛК (200 мг/л) возрастало в 5,8 раз. Не ис-
ключено, что такое сильное влияние АЛК на содержание антоцианов обусловлено возможной ее 
сигнальной функцией, в рамках которой она могла бы контролировать экспрессию множества 
ядерных генов фенилпропаноидного пути биосинтеза антоцианов. Ранее Maruyama-Nakashita 
и соавт. продемонстрировали, что экзогенная АЛК увеличивала уровень транскриптов ряда ге-
нов, участвующих в ассимиляции серы в растениях Аrabidopsis thaliana [13]. Затем Czarnecki 
и соавт. показали, что изменение биосинтеза АЛК вносит определенный вклад в процесс пла-
стидно-ядерной сигнализации [14]. Ими было показано, что угнетение синтеза АЛК приводило 
к репрессии 158 ядерных генов и стимуляции экспрессии 167 генов в растениях Аrabidopsis. 
Нами было отмечено, что экзогенная АЛК участвует в регуляции экспрессиии ядерного гена Nar 1 
нитратредуктазы [15]. Результаты настоящей работы также демонстрируют участие экзогенной 
АЛК в контроле экспрессии двух ядерных генов, принимающих участие в синтезе и регуляции 
антоцианов. Несомненно, что исследование роли АЛК как сигнальной молекулы представляет 
в будущем значительный интерес.
Заключение. Представленные выше данные показали, что уже на самых ранних стадиях 
развития растений рапса экзогенная АЛК контролирует образование антоцианов путем стиму-
ляции экспрессии как структурных генов цепи биосинтеза антоцианов, таких как dfr, так и генов 
транскрипционных факторов, таких как Hy5. Использование АЛК в растениеводстве в качестве 
индуктора накопления антоцианов может стать эффективным приемом получения высокотехно-
логичных пищевых продуктов, обогащенных антоцианами, новых растительных источников ан-
тоцианов, а также растений с повышенной устойчивостью к неблагоприятным факторам окру-
жающей среды.
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